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In	  this	  work,	  properties	  and	  behavior	  of	  DNA	  oligonucleotides	  in	  a	  non-­‐
aqueous	  eutectic	  comprised	  of	  glycerol	  and	  choline	  chloride	  mixed	  at	  varying	  ratios,	  
as	  well	  as	  aqueous	  mixtures	  of	  the	  eutectic	  are	  explored.	  Physical	  parameters	  of	  
buffer-­‐containing	  eutectics	  such	  as	  density	  and	  viscosity	  at	  293	  K	  are	  determined.	  
The	  effects	  the	  eutectic	  have	  upon	  the	  stability	  of	  the	  duplex	  formation	  of	  an	  
oligonucleotide	  through	  melting	  and	  reannealing	  relative	  to	  that	  in	  a	  buffer	  are	  
determined,	  and	  thermodynamic	  parameters	  also	  derived.	  It	  is	  found	  that	  the	  
oligonucleotides	  explored	  form	  stable	  duplex	  structures	  in	  all	  investigated	  
conditions.	  Structural	  studies	  by	  circular	  dichroism	  spectroscopy	  of	  the	  
oligonucleotides	  have	  also	  been	  done,	  and	  show	  the	  subtle	  effects	  on	  DNA	  secondary	  
structure	  alterations	  of	  the	  eutectic	  composition	  can	  have,	  with	  all	  conditions	  
maintaining	  a	  B-­‐form	  structure.	  Finally,	  the	  rate	  constants	  of	  the	  annealing	  reaction	  
of	  the	  two	  complementary	  strands	  are	  determined	  through	  monitoring	  recovery	  of	  
duplex	  structure	  after	  heating	  and	  rapid	  cooling.	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1	  INTRODUCTION	  
	  
	   Water	  is	  often	  seen	  as	  a	  necessary	  solvent	  component	  for	  structural	  
integrity	  of	  oligonucleotide	  secondary	  structure.[1]	  A	  non-­‐aqueous	  solvent	  could	  provide	  
potential	  for	  completely	  different	  chemistry,	  however,	  the	  hydrophilic	  nature	  of	  
nucleotides	  renders	  them	  insoluble	  in	  organic	  solvents	  without	  additional	  
modification.[2]	  This	  organic	  insolubility	  is	  in	  fact	  commonly	  used	  in	  laboratories	  as	  a	  
means	  of	  precipitating	  DNA	  for	  purification	  via	  the	  addition	  of	  alcohols.	  Potentially	  
hydrophilic	  anhydrous	  solvents,	  in	  the	  form	  of	  eutectics,	  exist	  that	  could	  avoid	  
precipitation.	  Eutectics	  are	  typically	  comprised	  of	  a	  hydrogen	  bond	  donor	  and	  acceptor,	  
such	  as	  two	  organics	  or	  salts,	  that	  when	  combined	  result	  in	  a	  drastically	  lower	  melting	  
temperature	  relative	  to	  the	  individual	  components.	  This	  can	  create	  a	  liquid	  at	  room	  
temperature	  from	  what	  was	  originally	  two	  solids.[12]	  These	  eutectics	  can	  offer	  unique	  
environments	  for	  study	  due	  to	  their	  potential	  as	  solvents	  with	  properties	  distinct	  from	  
most	  other	  organic	  or	  aqueous	  solvents.	  
Our	  laboratory	  has	  previously	  demonstrated	  the	  viability	  of	  stable	  nucleic	  acid	  
secondary	  structures	  in	  deep	  eutectic	  solvents[6].	  In	  this	  earlier	  work,	  a	  urea	  and	  choline	  
chloride	  eutectic	  was	  the	  solvent	  of	  choice.	  While	  in	  this	  solvent,	  most	  DNA	  duplexes	  
adopted	  an	  A-­‐form	  structure,	  unlike	  the	  B-­‐form	  typically	  found	  in	  the	  conditions	  of	  living	  
cells	  and	  buffered	  solutions.[3]	  Urea	  can	  also	  pose	  issues	  with	  stability	  of	  other	  folded	  
biopolymers	  such	  as	  proteins.	  As	  eutectics	  have	  been	  shown	  to	  provide	  an	  environment	  
	   2	  
that	  permits	  enzymatic	  reactions,	  finding	  conditions	  that	  are	  anhydrous	  but	  support	  
biopolymer	  structures	  as	  similar	  to	  water	  as	  possible	  is	  of	  interest.[45]	  In	  order	  to	  
determine	  if	  there	  are	  anhydrous	  conditions	  under	  which	  DNA	  is	  capable	  of	  maintaining	  
a	  B-­‐form	  structure	  despite	  the	  lack	  of	  water,	  other	  eutectics	  were	  explored.	  
A	  eutectic	  comprised	  of	  glycerol	  and	  choline	  chloride	  was	  first	  investigated	  by	  
the	  Abbott	  laboratory[7],	  where	  it	  was	  made	  with	  a	  wide	  range	  of	  glycerol	  :	  choline	  
chloride	  molar	  ratios.	  Prasad	  et	  al.	  also	  demonstrated	  that	  salmon	  testes	  DNA	  will	  
dissolve	  directly	  into	  a	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  mixture	  and	  retain	  a	  stable	  B-­‐form	  
structure	  over	  long	  time	  periods	  after	  recovery	  into	  buffer,	  suggesting	  that	  eutectics	  
could	  be	  utilized	  for	  storage	  and	  chemical	  derivatization[8].	  We	  therefore	  explored	  the	  
structural	  behavior	  of	  DNA	  oligonucleotides	  in	  the	  eutectic	  to	  determine	  if	  the	  B-­‐form	  is	  
present	  while	  in	  the	  solvent,	  as	  well	  as	  the	  thermal	  stability	  of	  the	  double	  stranded	  
structure,	  and	  how	  they	  change	  as	  water	  is	  added	  or	  removed	  from	  the	  environment.	  
Choline	  chloride	  in	  particular	  is	  an	  interesting	  molecule	  in	  this	  context,	  as	  the	  
quaternary	  amine	  can	  potentially	  provide	  groove-­‐binding	  behavior	  similar	  to	  that	  of	  
polyamines,	  such	  as	  spermine.[43]	  
A	  feature	  of	  eutectics	  that	  often	  differs	  from	  water	  is	  the	  high	  viscosity	  of	  the	  
anhydrous	  solution.	  Given	  Kramer’s	  Theory,	  as	  seen	  below,	  any	  diffusion	  limited	  
process,	  including	  the	  annealing	  of	  separated	  strands	  of	  oligonucleotides,	  could	  exhibit	  
differing	  behavior	  in	  these	  viscous	  solvents	  when	  compared	  to	  water.	  In	  the	  1970s,	  
Wetmur	  et	  al	  concluded[26]	  that	  the	  viscosity	  dependent	  rate-­‐limiting	  step	  of	  annealing	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was	  that	  of	  the	  formation	  of	  the	  second	  base	  pair	  after	  nucleation	  and	  not	  a	  diffusion	  
dependent	  characteristic.	  Schmitz	  and	  Schurr[27]	  then	  challenged	  their	  conclusion	  and	  
asserted	  that	  thermal	  DNA	  renaturation	  was	  indeed	  diffusion	  controlled.	  Thrower	  and	  
Peacocke	  claimed	  that	  the	  rate	  controlling	  step	  of	  the	  reannealing	  of	  large	  strands	  of	  E.	  
coli	  DNA	  is	  the	  diffusion	  of	  the	  strands	  and	  the	  nucleation	  of	  the	  duplex	  region.[37]	  To	  




Our	  laboratory	  has	  demonstrated	  in	  the	  past	  the	  effects	  viscosity	  can	  have	  upon	  
the	  rearrangement	  of	  a	  G-­‐quadruplex[10].	  In	  that	  work,	  it	  was	  found	  that	  viscosity	  
enabled	  the	  molecule	  to	  enter	  a	  kinetically	  trapped	  state	  it	  could	  not	  access	  in	  low	  
viscosity	  conditions.	  In	  this	  work	  small	  oligonucleotide	  annealing	  after	  thermal	  
denaturation	  is	  further	  explored.	  	  
Subriana	  and	  Doty	  noted[28]	  that	  macromolecular	  cosolutes	  had	  little	  effect	  on	  
the	  reannealing	  rates	  of	  T4	  DNA,	  while	  sucrose	  did,	  indicating	  that	  macro-­‐scale	  viscosity	  
does	  note	  affect	  the	  reannealing	  process,	  while	  smaller	  solvent	  components	  may	  
increase	  viscosity	  on	  the	  nanometer	  scale.	  Weider	  and	  Wetmur	  found	  that	  
macromolecular	  cosolutes	  actually	  increased	  the	  reannealing	  rate	  of	  DNA,	  likely	  through	  
volume	  exclusion	  effects	  that	  increase	  the	  effective	  concentration	  of	  the	  DNA.[40]	  These	  
volume	  exclusion	  effects	  are	  not	  likely	  to	  be	  active	  in	  small-­‐molecule	  based	  solvents.	  
Oligonucleotide	  behavior	  in	  eutectics	  is	  also	  of	  interest	  in	  the	  search	  for	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potential	  alternative	  solvents	  that	  could	  answer	  questions	  about	  the	  chemistry	  of	  the	  
origins	  of	  life[4].	  The	  problem	  of	  a	  water	  based	  environment	  in	  synthesizing	  stable	  
nucleotides	  and	  forming	  bonds	  between	  them	  has	  motivated	  this	  hypothesis.	  	  Mixtures	  
of	  eutectic	  solvents	  in	  water	  have	  been	  proposed	  as	  a	  possible	  environment	  for	  the	  
early	  development	  of	  life,	  as	  water	  drying	  off	  from	  evaporation	  will	  concentrate	  the	  
eutectics	  and	  minimize	  water	  activity,	  while	  still	  providing	  a	  liquid	  medium	  within	  which	  
chemistry	  could	  occur.[5]	  
A	  better	  understanding	  of	  anhydrous	  solvents	  for	  nucleotides	  is	  also	  of	  interest	  
for	  DNA	  nanotechnology.	  The	  complex	  origami	  structures	  created	  by	  engineering	  
specific	  folding	  of	  DNA	  are	  dependent	  upon	  buffered	  conditions	  and	  rely	  on	  B-­‐form	  
architecture.	  DNA	  origami	  under	  non-­‐aqueous	  conditions	  has	  only	  been	  achieved	  
through	  use	  of	  surfactant	  complexes	  after	  prior	  folding	  in	  hydrated	  conditions.[44]	  An	  
anhydrous	  system	  that	  can	  support	  the	  B-­‐form	  structure	  open	  the	  door	  to	  new	  
chemistries	  with	  DNA	  nanotechnology.	  
Encouraged	  by	  our	  past	  work	  with	  eutectics	  and	  the	  information	  in	  the	  
literature,	  we	  have	  set	  out	  to	  better	  characterize	  the	  behavior	  and	  properties	  of	  
oligonucleotides	  in	  the	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  eutectic	  solvent.	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The	  initial	  experimental	  work	  to	  be	  done	  was	  characterization	  of	  the	  glycerol	  
:	  choline	  chloride	  eutectic.	  The	  work	  by	  Abbott	  et	  al[7]	  has	  demonstrated	  numerous	  
properties	  of	  the	  eutectic	  ranging	  up	  to	  a	  glycerol	  :	  choline	  molar	  ratio	  of	  up	  to	  1	  ;	  
0.33,	  but	  for	  our	  purposes	  more	  characterization	  was	  necessary,	  as	  their	  study	  
explored	  a	  smaller	  range	  of	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  ratios	  than	  was	  determined	  to	  
be	  available.	  We	  were	  also	  interested	  in	  investigation	  of	  the	  aqueous	  mixtures	  of	  the	  
eutectic,	  while	  Abbott	  only	  discussed	  water-­‐free	  eutectics.	  In	  addition,	  their	  work	  
was	  done	  at	  298.15	  K,	  while	  ours	  was	  to	  be	  done	  at	  293.15	  K.	  Our	  goal	  is	  to	  establish	  
that	  a	  wide	  range	  of	  conditions	  are	  available,	  allowing	  tunability	  to	  specific	  
viscosities	  or	  desired	  properties	  of	  nucleic	  acids	  given	  different	  ratios	  of	  the	  eutectic	  
components	  and	  their	  dilution	  with	  water	  at	  various	  ratios.	  
An	  important	  feature	  for	  the	  hypothesis	  of	  utilizing	  heating/cooling	  cycles	  
for	  separating	  and	  annealing	  complementary	  strands	  is	  the	  assumption	  that	  the	  
eutectic	  components	  in	  aqueous	  solution	  will	  remain	  in	  liquid	  form	  while	  water	  
evaporates,	  allowing	  cycling	  between	  an	  aqueous	  solution	  and	  a	  water-­‐free	  eutectic.	  
Testing	  for	  the	  volatility	  of	  the	  eutectic	  to	  ensure	  that	  any	  mass	  loss	  under	  
conditions	  allowing	  for	  loss	  of	  water	  are	  either	  not	  present	  or	  minimal	  was	  
therefore	  a	  necessary	  early	  step	  in	  exploring	  the	  use	  of	  this	  eutectic.	  
It	  should	  also	  be	  noted	  that	  the	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  eutectic	  explored	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here	  is	  not	  proposed	  to	  be	  the	  only	  anhydrous	  solvent	  capable	  of	  supporting	  the	  B-­‐
form	  structure.	  There	  are	  many	  eutectics,	  and	  while	  not	  all	  support	  stable	  DNA	  
secondary	  structures,	  it	  is	  known	  that	  some	  do,	  and	  there	  are	  many	  more	  that	  can	  
be	  explored.	  
2.2	  Materials	  and	  Methods	  
2.2.1	  Eutectic	  Preparation	  
	  
Glycerol	  (Alfa	  Aesar,	  ACS,	  99.5%)	  was	  dried	  under	  vacuum	  at	  140	  mTorr.	  
Choline	  chloride	  (Alfa	  Aesar,	  ≥98%)	  was	  recrystallized	  in	  ethanol,	  filtered,	  and	  dried	  
under	  vacuum.	  	  To	  prepare	  the	  eutectics,	  an	  analytical	  balance	  was	  used	  to	  measure	  
amounts	  of	  glycerol	  and	  the	  required	  mols	  of	  choline	  chloride	  for	  each	  desired	  
solvent	  ratio,	  followed	  by	  vortexing	  and	  placing	  the	  mixtures	  in	  an	  oven	  at	  75	  °C	  
until	  a	  clear	  liquid	  was	  formed.	  Eutectics	  with	  higher	  concentrations	  of	  choline	  
chloride	  required	  vortexing	  every	  few	  hours	  during	  heating	  to	  ensure	  no	  precipitate	  
would	  form	  after	  returning	  them	  to	  room	  temperature.	  The	  eutectics	  were	  then	  
placed	  under	  vacuum	  of	  140	  mTorr	  overnight	  and	  stored	  in	  a	  desiccator.	  
2.2.2	  Sample	  Preparation	  
	  
Eutectics	  were	  transferred	  into	  microcentrifuge	  tubes	  and	  weighed	  on	  an	  
analytical	  balance.	  The	  volume	  of	  buffer	  and	  water	  needed	  for	  each	  sample	  were	  
calculated	  from	  this	  measurement.	  Sodium	  phosphate	  buffer,	  pH	  7,	  was	  added	  to	  the	  
volume	  required	  for	  a	  final	  concentrations	  of	  	  20	  mM.	  The	  samples	  were	  then	  placed	  
in	  a	  Centrivap	  vacuum	  concentrator	  for	  twelve	  hours.	  Next,	  nanopure	  water	  was	  
added	  to	  the	  appropriate	  samples	  and	  briefly	  vortexed	  at	  ten	  minute	  intervals	  while	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sitting	  at	  37	  °C	  until	  the	  samples	  were	  homogenous.	  
2.2.3	  Density	  Measurements	  
	  
	   	  Samples	  were	  pipetted	  at	  100	  μL	  volumes	  on	  an	  analytical	  balance	  using	  a	  
calibrated	  Gilson	  Microman	  viscous	  pipette	  at	  20	  °C.	  
2.2.4	  Determination	  of	  Rate	  of	  Mass	  Loss	  Under	  Vacuum	  
	  
	   50	  mg	  of	  water	  was	  added	  to	  250	  mg	  of	  each	  eutectic	  ratio	  and	  placed	  in	  a	  
Centrivap	  vacuum	  concentrator.	  	  Freshly	  prepared	  eutectic	  was	  used	  as	  a	  control.	  
The	  mass	  of	  each	  sample	  was	  monitored	  over	  a	  twelve-­‐hour	  period	  using	  an	  
analytical	  balance.	  
2.2.5	  Viscosity	  Measurements	  
	  
A	  MCR300	  rheometer	  was	  used	  for	  the	  viscosity	  measurements.	  125	  μL	  of	  
eutectic	  was	  used	  for	  each	  reading,	  with	  measurements	  taken	  at	  20	  °C.	  An	  average	  of	  
five	  readings	  per	  sample	  was	  used	  to	  determine	  the	  viscosity.	  
2.3	  Results	  and	  Discussion	  
2.3.1	  Determination	  of	  Eutectic	  Composition	  
	  
	   The	  initial	  work	  to	  be	  done	  was	  to	  determine	  the	  range	  of	  glycerol	  :	  choline	  
chloride	  ratios	  available.	  Abbott’s	  work	  had	  previously	  demonstrated	  up	  to	  1	  mol	  
glycerol	  :	  0.33	  mol	  choline	  chloride,	  but	  no	  indication	  was	  given	  of	  that	  being	  an	  
upper	  limit.	  In	  our	  preparations,	  we	  found	  that	  choline	  chloride	  is	  soluble	  in	  the	  
glycerol	  up	  to	  a	  ratio	  of	  1	  mol	  glycerol	  :	  0.80	  mol	  choline	  chloride.	  This	  ratio	  is	  the	  
observed	  upper	  limit	  of	  possible	  molar	  ratios,	  as	  it	  requires	  extremely	  thorough	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mixing	  and	  heating	  to	  ensure	  that	  the	  components	  not	  only	  dissolve	  together,	  but	  
the	  choline	  chloride	  does	  not	  precipitate	  out	  of	  solution	  while	  at	  room	  temperature.	  
Solutions	  of	  this	  particular	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  ratio	  were	  found	  to	  be	  stable	  
for	  at	  least	  three	  months	  if	  no	  solid	  precipitate	  is	  present	  and	  the	  solvent	  is	  heated	  
and	  mixed	  thoroughly,	  and	  will	  typically	  form	  precipitate	  overnight	  if	  not.	  Higher	  
ratios	  were	  found	  to	  have	  insoluble	  choline	  chloride	  precipitate	  present	  regardless	  
of	  how	  much	  heating	  or	  vortexing	  was	  done.	  Sonication	  did	  not	  expand	  the	  range	  of	  
molar	  ratios	  possible	  for	  the	  eutectic	  solvent.	  Given	  this	  maximum,	  we	  focused	  on	  
solvents	  with	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  molar	  ratios	  of	  1:0.05,	  1:0.20,	  1:0.35,	  1:0.50,	  
1:0.65,	  and	  1:80.	  For	  the	  addition	  of	  water,	  0%,	  3%,	  7%,	  10%,	  20%,	  35%,	  50%,	  80%,	  
and	  95%	  mol	  percentage	  water	  was	  settled	  on	  for	  the	  dilutions	  of	  each	  of	  the	  six	  
eutectic	  ratios.	  For	  the	  purpose	  of	  calculating	  the	  various	  molar	  ratios,	  moles	  of	  
eutectic	  are	  determined	  by	  adding	  together	  the	  total	  moles	  of	  glycerol	  and	  choline	  
chloride.	  This	  allows	  for	  a	  range	  of	  measurements	  from	  nearly	  water	  like	  solution	  to	  
a	  water	  free	  eutectic,	  with	  a	  focus	  on	  the	  	  higher	  eutectic	  concentrations	  that	  may	  
have	  more	  of	  an	  effect	  on	  the	  behavior	  of	  the	  DNA.	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2.3.2	  Density	  Measurements	  of	  Eutectic	  and	  Aqueous	  Eutectic	  Mixtures	  
	  
	  
Figure	  2.1	  Density	  of	  glycerol:choline	  chloride	  eutectics	  at	  20	  °C.	  All	  percentages	  
are	  molar	  and	  diluted	  with	  water	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Table	  2.1	  Density	  of	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  eutectic	  at	  20	  °C.	  All	  percentages	  are	  
molar	  and	  diluted	  with	  water.	  
	  
Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
Density	  (g/mL)	   1	  :	  0.80	  G:C	   1	  :	  0.65	  G:C	   1	  :	  0.50	  G:C	  
5%	  Eutectic	   1.041	   1.041	   1.041	  
20%	  Eutectic	   1.114	   1.118	   1.121	  
50%	  Eutectic	   1.153	   1.155	   1.161	  
65%	  Eutectic	   1.164	   1.170	   1.176	  
80%	  Eutectic	   1.170	   1.176	   1.181	  
90%	  Eutectic	   1.176	   1.181	   1.189	  
93%	  Eutectic	   1.178	   1.183	   1.190	  
97%	  Eutectic	   1.180	   1.187	   1.194	  
100%	  Eutectic	   1.181	   1.187	   1.194	  
	  
Density	  (g/mL)	   1	  :	  0.35	  G:C	   1	  :	  0.20	  G:C	   1	  :	  0.05	  G:C	  
5%	  Eutectic	   1.042	   1.042	   1.047	  
20%	  Eutectic	   1.122	   1.127	   1.144	  
50%	  Eutectic	   1.175	   1.189	   1.205	  
65%	  Eutectic	   1.185	   1.204	   1.224	  
80%	  Eutectic	   1.190	   1.213	   1.238	  
90%	  Eutectic	   1.197	   1.219	   1.248	  
93%	  Eutectic	   1.198	   1.220	   1.249	  
97%	  Eutectic	   1.202	   1.223	   1.250	  
100%	  Eutectic	   1.203	   1.224	   1.251	  
	  
In	  order	  to	  be	  able	  to	  prepare	  the	  range	  of	  samples	  to	  the	  correct	  
concentrations	  and	  ratios,	  the	  varying	  eutectic	  mixtures	  first	  needed	  to	  have	  their	  
densities	  determined.	  Although	  pipettes	  designed	  for	  work	  with	  viscous	  liquids	  are	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available,	  it	  can	  still	  be	  difficult	  to	  accurately	  reproduce	  volumes,	  and	  so	  weighing	  
the	  mass	  of	  samples	  after	  pipetting	  is	  the	  ideal	  method	  for	  calculating	  volume	  
present	  from	  the	  densities	  of	  the	  eutectics.	  The	  results	  are	  displayed	  in	  Figure	  2.1	  
and	  Table	  2.1.	  The	  range	  of	  eutectic	  density	  is	  between	  that	  of	  water	  (1	  g/mL)	  and	  
pure	  glycerol	  (1.26	  g/mL),	  increasing	  in	  density	  as	  glycerol	  content	  increases	  and	  
reducing	  in	  density	  as	  choline	  chloride	  and	  water	  content	  increases.	  The	  values	  
reached	  are	  in	  good	  agreement	  with	  recently	  published	  values[11].	  	  
2.3.3	  Volatility	  of	  Eutectics	  and	  Aqueous	  Eutectic	  Mixtures	  Under	  Vacuum	  
	  
	  
Figure	  2.2	  Loss	  of	  additional	  mass	  added	  to	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  eutectics	  as	  
water.	  Samples	  were	  placed	  in	  a	  vacuum	  concentrator	  at	  130	  mTorr	  and	  monitored	  
through	  weighing	  on	  an	  analytical	  scale	  to	  track	  volatility	  of	  eutectic	  and	  water	  
dissolved	  in	  eutectic.	  
	  
The	  volatility	  of	  the	  solvents	  was	  then	  investigated	  to	  ensure	  that	  sample	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preparation	  had	  been	  and	  would	  be	  accurate	  and	  reproducible,	  because	  a	  necessary	  
step	  of	  the	  process	  of	  preparing	  the	  samples	  is	  to	  dry	  off	  any	  water	  that	  was	  either	  
initially	  present	  in	  the	  eutectic	  or	  had	  been	  added	  along	  with	  the	  	  phosphate	  buffer	  
or	  DNA.	  250	  mg	  of	  each	  of	  the	  different	  eutectic	  ratios	  was	  prepared	  and	  50	  mg	  of	  
H2O	  then	  added	  to	  the	  samples	  and	  left	  to	  dissolve	  together	  for	  one	  hour	  with	  
vortexing	  at	  the	  half	  hour	  mark.	  The	  samples	  were	  then	  subjected	  to	  a	  vacuum	  of	  
140	  mtorr.	  The	  samples	  showed	  >99%	  loss	  of	  50	  mg	  of	  mass	  after	  two	  hours,	  and	  
complete	  loss	  of	  50	  mg	  by	  12	  hours,	  Figure	  2.2.	  Control	  samples	  of	  eutectics	  showed	  
no	  similar	  loss	  of	  mass	  over	  the	  twelve-­‐hour	  period,	  displaying	  their	  lack	  of	  
volatility	  relative	  to	  that	  of	  water.	  
Karl-­‐Fisher	  analysis	  confirms	  the	  loss	  of	  water	  after	  the	  vacuum	  drying	  
process,	  with	  results	  showing	  less	  than	  0.1%	  of	  water	  remaining.	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2.3.4	  Viscosity	  Measurements	  of	  Eutectics	  and	  Aqueous	  Eutectic	  Mixtures	  
	  
	  
Figure	  2.3	  Viscosity	  of	  glycerol:choline	  chloride	  eutectics	  at	  20	  °C	  as	  a	  function	  of	  




Figure	  2.4	  Viscosity	  of	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  eutectics	  at	  20	  °C	  as	  a	  function	  of	  
the	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  molar	  ratio	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Table	  2.2	  Viscosities	  of	  glycerol:choline	  chloride	  eutectics	  at	  20	  °C.	  All	  percentages	  
are	  molar	  and	  diluted	  with	  water.	  
	  
Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
Viscosity	  (cP)	   1	  :	  0.80	   1	  :	  0.65	   1	  :	  0.50	  
20%	  Eutectic	   7.6±1.9	   7.2±2.0	   7.4±0.9	  
50%	  Eutectic	   71.6±1.5	   71.6±2.7	   73.3±2.0	  
65%	  Eutectic	   103.9±3.3	   111.1±4.7	   116.8±2.9	  
80%	  Eutectic	   224.4±3.1	   237.8±4.9	   253.8±2.6	  
90%	  Eutectic	   318.4±2.6	   362.2±1.9	   384.8±4.9	  
93%	  Eutectic	   372±2.8	   389.2±1.8	   396±3.5	  
97%	  Eutectic	   450±2.6	   467±2.7	   485±4.5	  
100%	  Eutectic	   456.8±1.9	   484.6±2.8	   491.4±9.1	  
	  
Viscosity	  (cP)	   1	  :	  0.35	   1:	  0.20	   1	  :	  0.05	  
20%	  Eutectic	   7.9±0.6	   7.2±2.7	   8.8±1.9	  
50%	  Eutectic	   72.9±2.4	   91.2±0.6	   115±2.4	  
65%	  Eutectic	   114.7±3.9	   139.6±3.8	   212±10.2	  
80%	  Eutectic	   264±3.8	   281±1.6	   425±3.8	  
90%	  Eutectic	   380.8±4.3	   428.2±2.6	   688±11.3	  
93%	  Eutectic	   433.2±3.8	   497.4±3.0	   801.2±15.4	  
97%	  Eutectic	   493.8±5.3	   586.4±4.0	   942±22.8	  
100%	  Eutectic	   540.2±4.0	   604±3.4	   1001.4±22.6	  
	  
The	  high	  viscosity	  of	  this	  eutectic	  solvent	  is	  of	  particular	  interest	  for	  using	  
solvent	  properties	  as	  a	  means	  to	  alter	  nucleic	  acid	  folding/assembly	  Measured	  
viscosity	  values	  are	  shown	  in	  Figures	  2.3	  and	  2.4,	  and	  Table	  2.2.	  The	  5%	  eutectic	  
dilution	  proved	  too	  low	  in	  viscosity	  to	  be	  accurately	  measured,	  probably	  having	  a	  
	  16	  
viscosity	  between	  the	  1	  cP	  of	  water	  at	  20	  °C	  and	  the	  roughly	  7.5	  cP	  displayed	  among	  
the	  20%	  eutectic	  mixtures,	  which	  were	  capable	  of	  measurement.	  The	  results	  
demonstrate	  how	  alteration	  of	  the	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  ratio	  and	  the	  addition	  
of	  water	  makes	  a	  large	  range	  of	  viscosities	  available	  for	  use,	  from	  the	  nearly	  water	  
like	  values	  of	  the	  20%	  eutectic	  to	  a	  peak	  value	  of	  two	  orders	  of	  magnitude	  greater	  in	  
the	  100%	  1:0.05	  eutectic.	  The	  observed	  drop	  in	  viscosity	  in	  the	  eutectics	  seen	  from	  
the	  addition	  of	  greater	  amounts	  of	  choline	  chloride	  is	  likely	  due	  to	  disruption	  of	  the	  
intermolecular	  glycerol	  interactions	  that	  lead	  to	  the	  high	  viscosity	  seen	  in	  pure	  
glycerol[12].	  The	  largest	  change	  seen	  in	  Figure	  2.3,	  between	  that	  of	  1	  :	  0.05	  and	  1	  :	  
0.20	  glycerol	  choline	  chloride	  is	  not	  surprising,	  as	  this	  change	  ratios	  correlates	  with	  
the	  greatest	  change	  in	  choline	  chloride	  molarity,	  with	  a	  105.5%	  increase	  in	  molarity	  
in	  the	  100%	  eutectic	  from	  1	  :	  0.05	  to	  1:0.20,	  to	  a	  37.9%	  increase	  in	  the	  jump	  from	  1	  :	  
0.20	  to	  1	  :	  0.35.	  Figure	  2.4	  clearly	  shows	  this	  behavior,	  as	  a	  large	  drop	  can	  be	  seen	  
after	  the	  first	  set	  of	  eutectics,	  to	  a	  more	  gradual	  decrease	  between	  ratios	  after	  that	  
as	  choline	  chloride	  content	  increases.	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DNA	  is	  known	  to	  form	  stable	  secondary	  structure	  in	  certain	  eutectic	  
solvents[6][10],	  and	  an	  increasing	  number	  of	  publications	  are	  exploring	  other	  DNA	  
structures	  in	  eutectic	  solvents,	  such	  as	  G-­‐quadruplexes[13].	  We	  wished	  to	  determine	  
how	  the	  changing	  glycerol	  :	  choline	  chloride	  ratios	  and	  eutectic	  concentrations	  
would	  alter	  the	  stability	  of	  the	  DNA	  duplex.	  
A	  comparison	  of	  DNA	  duplex	  stability	  in	  standard	  of	  aqueous	  buffers	  to	  non-­‐
aqueous	  conditions,	  such	  as	  glycerol,	  typically	  reveals	  a	  significant	  reduction	  in	  
stability,[14]	  as	  measured	  by	  thermal	  denaturation	  studies.	  
Oligonucleotides	  in	  glycerol	  solvents	  and	  their	  dilutions	  were	  also	  explored,	  
to	  investigate	  how	  the	  presence	  of	  the	  choline	  component	  of	  the	  solutions	  altered	  
the	  properties	  of	  the	  oligonucleotides	  relative	  to	  pure	  glycerol.	  
The	  hyperchromic	  effect	  was	  utilized	  to	  monitor	  the	  stability	  of	  a	  DNA	  
duplex.	  This	  phenomenon	  is	  the	  increase	  in	  absorbance	  observed	  at	  260	  nm	  as	  
oligonucleotides	  bases	  are	  freed	  from	  stacking	  interactions,	  shifting	  from	  a	  double	  
stranded	  form	  to	  unassociated	  single	  stranded	  forms.	  Changes	  in	  absorbance	  such	  
as	  this	  are	  the	  simplest	  means	  of	  monitoring	  the	  hybridization	  state	  of	  
complementary	  DNA	  strands.[15]	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In	  this	  and	  the	  following	  studies,	  the	  DNA	  strands	  were	  designed	  specifically	  
to	  minimize	  self-­‐complementarity	  and	  eliminate	  multiple	  repeats	  of	  the	  same	  base.	  
Tracts	  of	  a	  single	  base	  are	  known	  to	  change	  both	  stability	  and	  structural	  behavior	  of	  
an	  oligonucleotide,	  and	  so	  a	  mixed	  sequence	  was	  chosen	  to	  best	  model	  what	  a	  
random	  sequence	  would	  behave	  like.[42]	  
3.2	  Materials	  and	  Methods	  
3.2.1	  DNA	  Preparation	  
	  
Oligonucleotides	  were	  purchased	  from	  Integrated	  DNA	  Technologies	  and	  
used	  as	  delivered	  after	  resuspension	  in	  nanopure	  H2O	  and	  quantification.	  	  
32-­‐mer	  A	   d(GGT	  GTC	  AGT	  AAG	  CCA	  TTC	  GAG	  ATC	  CTC	  ATA	  GT)	  
32-­‐mer	  B	   d(ACT	  ATG	  AGG	  ATC	  TCG	  AAT	  GGC	  TTA	  CTG	  ACA	  CC)	  
Hairpin	  (HP18)	   d(GCA	  AAA	  CGA	  AGT	  TTT	  GC)	  
	  
3.2.2	  Sample	  Preparation	  
	  
Samples	  were	  prepared	  similar	  to	  the	  eutectic	  preparation	  described	  in	  
Section	  2.2.2,	  but	  with	  the	  addition	  of	  oligonucleotides	  as	  well.	  DNA	  was	  added	  at	  
the	  same	  time	  as	  the	  phosphate	  buffer	  to	  a	  volume	  required	  for	  a	  final	  concentration	  
of	  250	  μg/mL	  by	  base	  DNA	  (12.36	  μM	  by	  strand	  for	  dsDNA,	  46.53	  μM	  for	  HP18).	  
Each	  solution	  was	  transferred	  into	  a	  1	  mm	  strain-­‐free	  quartz	  cuvette	  via	  
centrifugation	  and	  heat	  cycled	  from	  room	  temperature	  to	  90	  °C	  and	  back	  to	  ensure	  
homogeneity.	  
3.2.3	  Oligonucleotide	  Melting	  Points	  
	  
The	  samples	  were	  taken	  to	  a	  Cary	  50	  UV-­‐Vis	  spectrophotometer	  and	  scanned	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from	  20	  °C	  to	  90	  °C	  for	  the	  eutectic	  samples,	  and	  10	  °C	  to	  90	  °C	  for	  the	  glycerol	  
samples.	  The	  peak	  at	  260	  nm	  was	  tracked,	  and	  baseline	  corrections	  were	  applied	  to	  
the	  upper	  and	  lower	  regions	  of	  the	  melt,	  corresponding	  with	  melted	  and	  annealed	  
DNA	  respectively.	  The	  median	  was	  taken	  between	  the	  baselines	  and	  used	  to	  
determine	  the	  melting	  temperature.	  
3.2.4	  Oligonucleotide	  Thermodynamic	  Values	  
	  
	   The	  melting	  data	  was	  converted	  to	  association	  constants	  and	  fit	  with	  the	  
Van’t	  Hoff	  equation.	  The	  slope	  was	  used	  to	  calculate	  the	  ΔH°,	  the	  intercept	  to	  
determine	  ΔS°,	  and	  the	  relationship	  of	  ΔG°	  =	  ΔH°-­‐TΔS°	  to	  determine	  the	  Gibbs	  free	  
energy	  at	  37	  °C.	  
3.3	  Results	  and	  Discussion	  
	  
3.3.1	  Oligonucleotide	  Stability	  in	  the	  Eutectic	  and	  Aqueous	  Eutectic	  Mixtures	  
	  
Figures	  3.1	  through	  3.9	  show	  the	  melting	  curves	  for	  the	  oligonucleotide	  in	  
the	  range	  of	  eutectics	  explored.	  The	  solid	  line	  represent	  the	  average	  of	  the	  three	  
curves	  shown,	  while	  the	  dotted	  lines	  are	  the	  three	  individual	  melts.	  The	  resulting	  







Figure	  3.1	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  5%	  mol	  eutectic	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Figure	  3.2	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  20%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  3.3	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  50%	  mol	  eutectic	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Figure	  3.4	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  65%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  3.5	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  80%	  mol	  eutectic	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Figure	  3.6	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  90%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  3.7	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  93%	  mol	  eutectic	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Figure	  3.8	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  97%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  3.9	  Melting	  traces	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  100%	  mol	  eutectic	  
	  25	  
	  
As	  can	  be	  seen	  in	  Figures	  3.1	  to	  3.9,	  all	  eutectic	  concentrations	  and	  glycerol	  :	  
choline	  chloride	  ratios	  explored	  proved	  to	  have	  stable	  DNA	  secondary	  structure	  as	  
indicated	  by	  cooperative,	  reversible	  melting	  transitions.	  As	  we	  aimed	  to	  have	  kinetic	  
duplex	  annealing	  studies	  carried	  out	  at	  20	  °C,	  the	  lowest	  melting	  temperatures	  
being	  roughly	  on	  the	  order	  of	  40	  °C	  in	  the	  allows	  us	  to	  fully	  utilize	  the	  eutectic	  
parameter	  space	  for	  further	  experimentation	  without	  the	  need	  to	  factor	  in	  the	  
equilibrium	  between	  duplex	  and	  single	  stranded	  DNA	  due	  to	  a	  mixed	  population	  of	  
the	  two	  at	  a	  given	  temperature.	  
	  
Figure	  3.10	  Melting	  curve	  32-­‐mer	  DNA	  in	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  buffer,	  pH	  7.	  
DNA	  concentration	  was	  of	  12.36	  μM	  in	  strand.	  Upper	  and	  lower	  baselines	  applied	  to	  
melting	  curve	  and	  a	  median	  line	  fit	  between	  them.	  The	  crossing	  point	  between	  the	  
median	  line	  and	  the	  data	  is	  designated	  as	  the	  melting	  point.	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In	  order	  to	  determine	  the	  melting	  temperatures	  from	  the	  data,	  a	  baseline	  
correction	  method	  was	  utilized,	  as	  sloped	  baselines	  are	  clearly	  observed	  in	  the	  more	  
concentrated	  eutectics.	  	  A	  popular	  method	  of	  determining	  Tm	  is	  to	  simply	  take	  the	  
first	  derivative	  of	  the	  melting	  curve,	  and	  mark	  the	  point	  of	  the	  greatest	  slope	  as	  the	  
melting	  temperature.	  However,	  this	  can	  often	  lead	  to	  overestimation	  of	  the	  Tm.[16]	  To	  
accomplish	  this,	  baselines	  are	  applied	  to	  the	  upper	  and	  lower	  regions	  of	  the	  graph,	  
corresponding	  to	  the	  single	  stranded	  and	  double	  stranded	  states	  respectively.	  A	  
median	  line	  between	  the	  two	  baselines	  was	  plotted,	  and	  the	  point	  at	  which	  the	  
median	  crosses	  the	  melting	  curve	  is	  determined	  to	  be	  the	  melting	  temperature[16].	  
Figure	  3.10	  shows	  an	  example	  of	  the	  method	  of	  Tm	  determination.	  
Table	  3.1	  Tm	  values	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex,	  250	  μg/mL,	  in	  varying	  eutectic	  
condition	  and	  dilutions.	  All	  solvents	  contain	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  buffer,	  pH	  7	  
	  
Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
Tm	  (°C)	   1	  :	  0.80	   1	  :	  0.65	   1	  :	  0.50	  
5%	  Eutectic	   77.9±1	   77.2±1	   75.4±1	  
20%	  Eutectic	   71.8±2	   70.7±2	   69.9±1	  
50%	  Eutectic	   57.7±1	   58.5±1	   58.5±1	  
65%	  Eutectic	   51.4±1	   52.7±1	   52.6±1	  
80%	  Eutectic	   46.5±1	   49.4±1	   50.9±1	  
90%	  Eutectic	   45.2±1	   46.9±1	   47.6±1	  
93%	  Eutectic	   43.5±1	   46.0±1	   48.1±1	  
97%	  Eutectic	   43.3±1	   45.4±1	   47.7±1	  
100%	  Eutectic	   41.4±1	   44.0±1	   46.3±1	  
	  
Tm	  (°C)	   1	  :	  0.35	   1	  :	  0.20	   1	  :	  0.05	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5%	  Eutectic	   76.3±1	   73.1±1	   66.0±1	  
20%	  Eutectic	   68.6±1	   65.5±1	   60.7±1	  
50%	  Eutectic	   56.6±1	   55.9±1	   52.4±1	  
65%	  Eutectic	   51.8±1	   50.7±1	   50.9±1	  
80%	  Eutectic	   51.3±1	   51.2±1	   50.6±1	  
90%	  Eutectic	   47.4±1	   46.8±1	   45.3±1	  
93%	  Eutectic	   48.4±1	   47.1±1	   44.4±1	  
97%	  Eutectic	   48.1±1	   47.6±1	   43.4±1	  
100%	  Eutectic	   48.0±1	   47.2±1	   42.5±1	  
	  






Figure	  3.11	  Tm	  values	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  plotted	  as	  a	  function	  of	  choline	  
chloride	  concentration	  in	  eutectic	  aqueous	  mixtures	  
	  
A	  common	  trend	  can	  be	  seen	  through	  the	  set	  of	  samples	  of	  the	  1:0.05	  eutectic	  
having	  the	  lowest	  hyperchromic	  effect.	  In	  addition	  to	  this,	  the	  hyperchromic	  effect	  
decreases	  as	  total	  eutectic	  concentration	  increases,	  from	  a	  16%	  increase	  in	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absorbance	  at	  260	  nm	  in	  the	  100%	  1:0.05	  eutectic,	  to	  a	  25%	  increase	  in	  the	  5%	  
eutectics.	  The	  glycerol	  melts	  displayed	  an	  increase	  in	  hyperchromic	  effect	  of	  at	  most	  
14%	  when	  reaching	  the	  65%	  by	  mol	  concentration	  that	  is	  of	  sufficiently	  high	  
viscosity	  to	  observe	  kinetic	  effects	  in	  subsequent	  work	  in	  this	  study,	  	  with	  it	  
decreasing	  further	  at	  higher	  glycerol	  concentrations.	  In	  buffer	  conditions,	  
hyperchromicity	  is	  typically	  at	  a	  minimum	  of	  a	  15%	  increase.[16]	  However,	  the	  
solvent/exposed	  base	  interaction	  is	  likely	  to	  be	  different	  in	  the	  eutectics	  than	  in	  
buffer,	  and	  despite	  this	  lower	  hyperchromicity,	  the	  glycerol	  curves	  still	  showed	  
reversible	  transitions,	  with	  significant	  hysteresis	  that	  is	  supportive	  of	  a	  kinetic	  
slowing	  of	  the	  reannealing	  process.	  Further	  work	  in	  exploring	  their	  utilization	  
would	  absolutely	  be	  warranted.	  See	  Appendix	  for	  glycerol	  melt	  data.	  
	  
Figure	  3.12	  Tm	  of	  32-­‐mer	  as	  a	  function	  of	  mol	  percent	  eutectic	  diluted	  with	  water	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3.3.2	  Oligonucleotide	  Melts	  in	  Choline	  Buffer	  and	  Hairpin	  Melts	  in	  Eutectic	  and	  
Buffer	  	  
	  
	   In	  order	  to	  investigate	  if	  the	  high	  salt	  concentration	  is	  possibly	  responsible	  
for	  any	  observed	  kinetic/thermodynamic	  effects	  in	  the	  following	  studies,	  melting	  
temperatures	  in	  a	  range	  of	  buffered	  solutions	  with	  choline	  chloride	  present	  in	  
similar	  concentrations	  to	  those	  present	  in	  the	  eutectic	  solvents	  were	  also	  obtained,	  
as	  these	  solvents	  would	  also	  be	  investigated	  in	  the	  kinetic	  studies.	  Curves	  are	  shown	  
in	  Figure	  3.14,	  and	  associated	  melting	  temperatures	  in	  Table	  3.2.
	  
Figure	  3.13	  32-­‐mer	  (250	  μg/mL)	  in	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  pH	  7	  buffer	  with	  
varying	  choline	  chloride	  concentration	  
	  
	   	  Given	  our	  hypothesis	  of	  large	  strands	  with	  self-­‐complementarity	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preferentially	  forming	  in	  viscous	  environments	  over	  a	  bimolecular	  structure,	  a	  
unimolecular	  self-­‐complementary	  DNA	  structure	  was	  also	  prepared	  for	  use	  in	  
kinetic	  studies	  and	  stability	  within	  a	  eutectic	  observed,	  as	  seen	  in	  Figure	  3.11.	  
	  
Figure	  3.14	  HP18	  hairpin	  DNA	  (940	  μg/mL)	  in	  100%	  mol	  eutectic	  and	  20mM	  pH	  7	  
sodium	  phosphate	  buffer	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Table	  3.2	  Tms	  (°C)	  of	  32-­‐mer,	  250	  μg/mL,	  in	  aqueous	  buffer	  with	  varying	  choline	  
chloride	  concentration,	  and	  Tms	  (°C)	  of	  HP18,	  940	  μg/mL,	  in	  either	  aqueous	  buffer	  
or	  a	  eutectic.	  All	  solvents	  contain	  20	  mM	  pH	  7	  sodium	  phosphate	  buffer.	  
	  
Non-­‐Eutectics	   Tm	  (°C)	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  0	  M	  Choline	  Chloride	   60.5±0.4	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  100	  mM	  Choline	  Chloride	   71.7±0.3	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  500	  mM	  Choline	  Chloride	   77.6±0.1	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  1	  M	  Choline	  Chloride	   79.7±0.2	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  2	  M	  Choline	  Chloride	   80.4±0.2	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  3	  M	  Choline	  Chloride	   80.6±0.2	  
32-­‐mer	  Duplex	  -­‐	  4	  M	  Choline	  Chloride	   78.6±0.4	  
HP18	  –	  0	  M	  Choline	  Chloride	   45.3±0.6	  
HP18	  –	  100%,	  1	  :	  0.20	  Eutectic	   71.7±0.6	  
	  
	  
	   The	  hairpin	  also	  proved	  to	  have	  stable	  secondary	  structure	  under	  eutectic	  
conditions	  at	  room	  temperature.	  Of	  note	  is	  the	  low	  increase	  in	  hyperchromicity	  at	  
16%,	  but	  this	  is	  not	  surprising	  given	  a	  large	  proportion	  of	  the	  strand	  is	  in	  a	  single	  
stranded	  form	  within	  the	  loop	  of	  the	  hairpin.	  In	  addition,	  the	  hairpin	  melting	  
temperature	  was	  determined	  through	  taking	  the	  derivative	  of	  the	  curve	  and	  
marking	  the	  peak,	  as	  the	  more	  accurate	  baseline	  correction	  method	  could	  not	  be	  
used	  due	  to	  the	  difficulty	  in	  determining	  a	  good	  baseline	  with	  the	  broad	  transitions	  
in	  the	  eutectic	  and	  inability	  do	  discern	  an	  upper	  baseline	  in	  the	  buffer	  solution.	  
3.3.3	  Thermodynamic	  Analysis	  of	  Melting	  Curves	  
	  
Using	  the	  melting	  data	  obtained	  in	  the	  previous	  experimental	  work,	  
thermodynamic	  parameters	  can	  be	  acquired.	  The	  data	  must	  first	  be	  converted	  to	  an	  
equilibrium	  constant.	  This	  is	  accomplished	  by	  normalization	  of	  the	  melting	  data	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with	  the	  baselines	  determined	  earlier	  in	  Figure	  X	  using	  the	  following	  equation:	  
𝑓 = (𝐴!! − 𝐴)/(𝐴!! − 𝐴!")	  
With	  Ass	  corresponding	  to	  the	  upper	  baseline,	  A	  the	  absorbance	  value	  at	  a	  
given	  temperature,	  Ads	  the	  lower	  baseline,	  and	  f	  the	  fraction	  in	  dsDNA	  form.	  	  
	  
Figure	  3.15	  Conversion	  of	  melting	  data	  to	  fraction	  dsDNA	  data	  for	  analysis	  work	  
using	  DNA	  in	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  pH	  7	  buffer	  (melting	  data	  from	  Figure	  3.10)	  
	   	  
Once	  the	  fraction	  folded	  is	  obtained,	  it	  must	  be	  converted	  to	  an	  association	  
constant.	  Given	  a	  bimolecular	  reaction	  of	  two	  complementary	  strands,	  the	  following	  






	   Ka	  is	  the	  association	  constant,	  f	  the	  fraction	  in	  dsDNA	  form,	  and	  Co	  the	  initial	  
strand	  concentration	  of	  the	  two	  complementary	  strands.	  This	  calculation	  is	  only	  
done	  for	  values	  ranging	  from	  f	  =	  0.85	  to	  0.15,	  in	  order	  to	  ensure	  the	  fitting	  is	  only	  
done	  in	  the	  region	  in	  which	  the	  Ka	  will	  give	  a	  linear	  fit	  in	  the	  following	  Van’t	  Hoff	  
plot.[17]	  
	  
Figure	  3.16	  Conversion	  of	  fraction	  of	  dsDNA	  to	  association	  constant	  of	  the	  reaction,	  
DNA	  in	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  pH	  7	  buffer	  (melting	  data	  from	  Figure	  3.10)	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Figure	  3.17	  Van’t	  Hoff	  plot	  for	  determination	  of	  enthalpy	  and	  entropy	  of	  the	  
melting	  transition	  (melting	  data	  from	  Figure	  3.10)	  
	  
Once	  plotted	  as	  the	  natural	  log	  of	  the	  association	  constant	  as	  a	  function	  of	  
inverse	  temperature,	  Figure	  3.16	  is	  obtained.	  The	  slope	  of	  the	  curve	  is	  equal	  to	  -­‐
ΔH°/R,	  with	  R	  being	  the	  gas	  constant.	  The	  intercept	  is	  equal	  to	  ΔS°/R.	  The	  values	  can	  
be	  determined	  provided	  a	  linear	  fit	  of	  the	  melting	  data	  to	  the	  Van’t	  Hoff	  plot,	  and	  
from	  them	  the	  ΔG°.	  The	  parameters	  are	  listed	  below	  in	  Table	  3.3	  through	  Table	  3.5,	  
and	  displayed	  in	  Figure	  3.17.	  Unsurprisingly	  it	  can	  be	  seen	  that	  the	  ΔG°s	  obtained	  
throughout	  the	  eutectic	  conditions	  correlate	  fairly	  well	  with	  the	  stability	  as	  
indicated	  by	  melting	  temperatures,	  as	  shown	  in	  Figure	  3.11	  and	  Figure	  3.17.	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Table	  3.3	  Enthalpy	  of	  melting	  transition	  
	  Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
-­‐ΔH°	  (kcal/mol)	   1	  :	  0.80	   1	  :	  0.65	   1	  :	  0.50	  
5%	  Eutectic	   129±6.3	   137.8±11.4	   132.7±15.9	  
20%	  Eutectic	   96.3±14.6	   97.5±13.4	   98.3±9.8	  
50%	  Eutectic	   95.8±9.6	   104.4±6.2	   99.8±6.8	  
65%	  Eutectic	   86.4±3.7	   85.5±3.2	   72.4±6.7	  
80%	  Eutectic	   101.6±5.5	   92.2±4.2	   92.7±3.4	  
90%	  Eutectic	   88.9±5.6	   88.3±3.3	   87.8±4.5	  
93%	  Eutectic	   94.8±4.9	   92.8±2.3	   91.6±5.7	  
97%	  Eutectic	   95.3±8.2	   105.4±9.4	   91.2±8.4	  
100%	  Eutectic	   94.6±8.9	   101.3±10.1	   99.4±4.5	  
	  
-­‐ΔH°	  (kcal/mol)	   1	  :	  0.35	   1	  :	  0.20	   1	  :	  0.05	  
5%	  Eutectic	   135.2±1.2	   118.9±15.9	   134.3±14.3	  
20%	  Eutectic	   99.4±18.9	   97.8±23.3	   104.5±28.5	  
50%	  Eutectic	   90±8.6	   89.9±10.8	   92.2±5.9	  
65%	  Eutectic	   77.5±4.5	   71.3±11.2	   103.4±9.5	  
80%	  Eutectic	   96.7±10.9	   101.7±8.0	   84.0±9.8	  
90%	  Eutectic	   84.3±2.6	   81.1±3.4	   74.5±5.1	  
93%	  Eutectic	   93.2±1.6	   79.3±6.6	   101.8±9.3	  
97%	  Eutectic	   89.1±6.0	   95.7±4.1	   114.4±3.8	  
100%	  Eutectic	   48.0±0.6	   47.2±0.3	   42.5±0.7	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Table	  3.4	  Entropy	  of	  melting	  transition	  
Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
-­‐ΔS°	  (cal/J	  mol)	   1	  :	  0.80	   1	  :	  0.65	   1	  :	  0.50	  
5%	  Eutectic	   343.9±16.9	   369.9±32.0	   357.2±44.9	  
20%	  Eutectic	   255.5±41.0	   259.9±37.7	   263.1±28.0	  
50%	  Eutectic	   266.1±28.3	   291.5±18.3	   277.6±20.0	  
65%	  Eutectic	   242.7±10.9	   238.9±10.1	   198.8±20.2	  
80%	  Eutectic	   294.4±17.5	   262.4±12.8	   262.7±9.9	  
90%	  Eutectic	   255.6±17	   252.4±10.2	   250.4±13.9	  
93%	  Eutectic	   276.0±15.1	   267.4±6.9	   261.6±17.6	  
97%	  Eutectic	   277.5±25.8	   307.4±29.8	   260.7±26.1	  
100%	  Eutectic	   277.4±27.9	   295.9±31.8	   287.8±14.0	  
	  
-­‐ΔS°	  (cal/J	  mol)	   1	  :	  0.35	   1	  :	  0.20	   1	  :	  0.05	  
5%	  Eutectic	   363.5±3.7	   320,0±45.6	   372.6±41.7	  
20%	  Eutectic	   267.5±55.1	   265.1±67.8	   289.4±84.5	  
50%	  Eutectic	   249.5±25.5	   250.0±32.0	   259.8±18.1	  
65%	  Eutectic	   214.9±13.5	   196.8±34.3	   295.5±28.8	  
80%	  Eutectic	   274.5±33.3	   290.1±24.6	   235.9±30.0	  
90%	  Eutectic	   239.6±8.2	   229.9±10.6	   210.4±16.0	  
93%	  Eutectic	   265.9±5.8	   224.3±20.3	   297.2±29.7	  
97%	  Eutectic	   254.0±18.4	   274.5±12.8	   337.8±12.0	  
100%	  Eutectic	   285.7±21.4	   275.6±28.1	   303.1±21.6	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Figure	  3.5	  Gibbs	  energy	  at	  37	  °C	  of	  melting	  transition	  
Glycerol	  :	  Choline	  Mol	  Ratio	  
-­‐ΔG37	  (kcal/mol)	   1	  :	  0.80	   1	  :	  0.65	   1	  :	  0.50	  
5%	  Eutectic	   22.3±1.0	   23.1±1.5	   21.9±2.0	  
20%	  Eutectic	   17.0±1.9	   16.9±1.8	   16.7±1.1	  
50%	  Eutectic	   13.3±0.8	   14.0±0.5	   13.8±0.6	  
65%	  Eutectic	   11.2±0.3	   11.4±0.2	   10.8±0.4	  
80%	  Eutectic	   10.4±0.2	   10.9±0.3	   11.3±0.3	  
90%	  Eutectic	   9.6±0.4	   10.0±0.2	   10.2±0.2	  
93%	  Eutectic	   9.3±0.2	   9.9±0.2	   10.5±0.3	  
97%	  Eutectic	   9.2±0.2	   10.1±0.2	   10.4±0.3	  
100%	  Eutectic	   8.6±0.2	   9.6±0.3	   10.2±0.2	  
	  
-­‐ΔG37	  (kcal/mol)	   1	  :	  0.35	   1	  :	  0.20	   1	  :	  0.05	  
5%	  Eutectic	   22.5±0.2	   19.7±1.7	   18.8±1.4	  
20%	  Eutectic	   16.4±1.8	   15.6±2.3	   14.8±23.	  
50%	  Eutectic	   12.7±0.7	   12.5±0.9	   11.7±0.4	  
65%	  Eutectic	   10.9±0.3	   10.3±0.6	   11.8±0.5	  
80%	  Eutectic	   11.6±0.6	   11.8±0.4	   10.9±0.6	  
90%	  Eutectic	   10.0±0.0	   9.8±0.1	   9.3±0.2	  
93%	  Eutectic	   10.7±0.2	   9.8±0.3	   9.7±0.2	  
97%	  Eutectic	   10.4±0.3	   10.6±0.2	   9.7±0.1	  




Figure	  3.18	  ΔG37	  of	  32-­‐mer	  as	  a	  function	  of	  choline	  chloride	  concentration	  in	  
eutectic	  aqueous	  mixtures	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In	  chapter	  three	  it	  was	  determined	  that	  stable	  secondary	  structure	  is	  
maintained	  in	  the	  eutectic	  solvents.	  However,	  oligonucleotides	  can	  adopt	  a	  variety	  
of	  secondary	  structural	  conformations	  while	  in	  their	  double	  stranded	  form.	  There	  
are	  three	  major	  forms	  of	  nucleic	  acid	  structure,	  referred	  to	  as	  A-­‐form,	  B-­‐form,	  and	  Z-­‐
form[18].	  Other	  types	  exist,	  such	  as	  C-­‐form,	  which	  is	  similar	  in	  structure	  to	  B-­‐form.	  
	  
Common	  forms	  of	  DNA	  oligonucleotides,	  left	  to	  right,	  A-­‐form,	  B-­‐form,	  Z-­‐form.	  
(Image	  obtained	  for	  use	  from	  public	  domain,	  http://commons.wikimedia.org/wiki/File:A-­‐B-­‐Z-­‐DNA_Side_View.png,	  retrieved	  
September	  2014)	  
	  
The	  form	  of	  secondary	  structure	  that	  DNA	  adopts	  is	  a	  result	  of	  the	  interaction	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of	  these	  various	  features	  with	  environmental	  conditions	  .	  Given	  that	  this	  work	  is	  
investigating	  the	  behavior	  of	  oligonucleotides	  in	  a	  non-­‐standard	  environmental	  
condition,	  it	  is	  important	  to	  establish	  what	  effects	  this	  environment	  is	  having	  on	  the	  
structure.	  Typically,	  under	  hydrophobic,	  low	  water	  activity	  conditions,	  DNA	  adopts	  
an	  A-­‐form	  structure[19],	  but	  determination	  of	  the	  structure	  in	  a	  eutectic	  with	  low	  
water	  activity	  and	  components	  of	  a	  more	  hydrophilic	  nature	  is	  necessary.	  Certain	  
molecules	  can	  also	  cause	  DNA	  to	  adopt	  compacted	  forms,	  such	  as	  polyamines	  like	  
spermidine[33],	  which	  may	  be	  of	  interest	  due	  to	  the	  high	  concentration	  of	  amines	  in	  
the	  eutectic.	  
The	  structural	  properties	  of	  DNA	  in	  particular	  environments	  are	  an	  
important	  consideration	  in	  as	  the	  field	  of	  DNA	  nanotechnology,	  which	  relies	  upon	  
the	  specific	  parameters	  of	  B-­‐form	  DNA.[30]	  Enzymes	  can	  also	  bind	  specifically	  to	  a	  
particular	  form	  of	  DNA,[31]	  which	  would	  be	  of	  interest	  in	  studies	  involving	  enzymatic	  
activity	  in	  eutectics.[34]	  
As	  the	  secondary	  structure	  of	  hybridized	  DNA	  cannot	  be	  determined	  from	  
the	  UV-­‐vis	  spectrum	  alone,	  circular	  dichroism	  spectroscopy	  (CD)	  is	  instead	  utilized.	  
CD	  is	  used	  over	  a	  similar	  range	  of	  wavelengths	  as	  standard	  UV-­‐vis	  studies	  of	  
nucleotides.	  The	  method	  functions	  by	  observing	  the	  differences	  in	  absorbance	  
between	  light	  that	  has	  been	  circularly	  polarized	  to	  the	  right	  and	  light	  circularly	  
polarized	  to	  the	  left	  in	  chiral	  molecules,	  such	  as	  the	  chiral	  centers	  seen	  in	  DNA.[35]	  
Each	  form	  of	  DNA	  will	  absorb	  the	  light	  in	  a	  different	  fashion,	  allowing	  determination	  
of	  structure	  type	  from	  the	  overall	  spectra.	  While	  fine	  detail	  of	  a	  structure	  can	  be	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difficult	  to	  discern	  from	  a	  CD-­‐spectra,	  the	  overall	  secondary	  structure	  of	  the	  
oligonucleotide	  can	  be	  established.	  
Some	  of	  the	  eutectics	  in	  the	  literature	  absorb	  strongly	  in	  the	  260	  nm	  region	  
used	  in	  standard	  UV-­‐vis	  studies,	  namely	  those	  with	  urea.	  While	  not	  an	  issue	  with	  the	  
current	  eutectic	  composition,	  CD	  spectroscopy	  allows	  us	  to	  circumvent	  this	  issue	  in	  
any	  future	  eutectics	  that	  include	  such	  molecules.	  However,	  any	  chiral	  eutectic	  
components	  may	  pose	  issues	  in	  CD	  studies	  if	  they	  also	  strongly	  absorb	  over	  the	  
same	  wavelengths	  that	  DNA	  does.	  
4.2	  Materials	  and	  Methods	  
4.2.1	  DNA	  Preparation	  
	  
	   DNA	  was	  prepared	  as	  described	  in	  3.2.1.	  
4.2.2	  Sample	  Preparation	  
	  
	   Samples	  were	  prepared	  as	  described	  in	  3.2.2.	  5%	  Eutectics	  were	  not	  further	  
pursued	  due	  to	  indiscernible	  viscosity	  difference	  to	  that	  of	  water.	  
4.2.3	  Structural	  Studies	  
	  
A	  Jasco	  J-­‐815	  CD	  spectrophotomer	  was	  used	  to	  attain	  the	  circular	  dichroism	  
spectra.	  Measurements	  were	  taken	  at	  20	  °C	  and	  85	  °C	  for	  dsDNA	  and	  ssDNA	  signals	  
respectively,	  from	  350	  nm	  to	  220	  nm	  at	  a	  scan	  speed	  of	  200	  nm/min	  and	  a	  








Figure	  4.1	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  20%	  mol	  eutectic	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Figure	  4.2	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  50%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  4.3	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  65%	  mol	  eutectic	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Figure	  4.4	  CD	  Spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  80%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  4.5	  CD	  Spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  90%	  mol	  eutectic	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Figure	  4.6	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  93%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  4.7	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  97%	  mol	  eutectic	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Figure	  4.8	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  (250	  μg/mL)	  in	  100%	  mol	  eutectic	  
	  
We	  show	  here	  a	  mixed	  sequence	  oligonucleotide	  adopts	  a	  B-­‐form	  structure	  
for	  the	  entire	  range	  of	  explored	  glycerol	  :	  choline	  molar	  ratios,	  as	  well	  as	  the	  
aqueous	  mixtures	  of	  these	  eutectics.	  The	  structure	  of	  the	  DNA	  begins	  showing	  a	  
dependence	  on	  the	  choline	  concentration	  when	  50%	  mol	  eutectic	  is	  present,	  with	  a	  
blue	  shifting	  and	  intensity	  increase	  of	  the	  A280	  peak,	  and	  a	  similar	  blue	  shifting	  and	  
intensity	  decrease	  in	  the	  A245	  peak,	  Figures	  5-­‐12.	  These	  changes	  are	  indicative	  of	  a	  
small	  shift	  towards	  a	  more	  A-­‐form	  like	  spectra	  as	  a	  function	  of	  increasing	  choline	  
concentration[20].	  It	  has	  been	  shown	  that	  choline	  binds	  preferentially	  to	  the	  minor	  
groove	  of	  A-­‐T	  sites	  and	  can	  trigger	  small	  changes	  in	  the	  structure	  of	  the	  minor	  
groove[21].	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   C-­‐form	  needs	  to	  be	  considered	  as	  another	  possible	  structure.	  An	  example	  of	  
C-­‐form	  from	  the	  literature[22]	  demonstrates	  that	  the	  structure	  undergoes	  a	  different	  
transition	  as	  observed	  in	  their	  work,	  with	  C-­‐form	  DNA	  losing	  most	  of	  the	  intensity	  of	  
the	  280	  nm	  peak,	  indicating	  that	  the	  variants	  observed	  here	  are	  all	  predominantly	  





Figure	  4.9	  CD	  spectra	  of	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  with	  varying	  choline	  concentration	  in	  
buffer	  
	  
Choline	  in	  buffer	  solutions	  over	  a	  similar	  range	  of	  molarity	  as	  present	  in	  the	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eutectics	  demonstrate	  a	  shifting	  as	  well,	  with	  additional	  choline	  shifting	  the	  spectra	  
in	  the	  opposite	  direction	  as	  that	  of	  the	  eutectics	  in	  intensity,	  Figure	  4.9,	  although	  
with	  none	  of	  the	  blue	  or	  red	  shifting	  as	  seen	  in	  the	  eutectics.	  This	  indicates	  that	  
choline	  concentration	  alone	  is	  not	  sufficient	  to	  induce	  the	  conformational	  changes	  
observed	  in	  the	  eutectic	  to	  the	  oligonucleotide,	  but	  that	  the	  solvent	  environment	  as	  
a	  whole	  must	  be	  considered,	  as	  it	  will	  influence	  the	  nature	  of	  the	  choline	  chloride	  
and	  DNA	  interaction.	  
	  
	  
Figure	  4.10	  CD	  spectra	  of	  HP18	  in	  either	  buffer	  or	  1:0.20	  glycerol:choline	  
eutectic	  
HP18	  was	  tested	  in	  100%	  eutectic	  of	  1:0.20	  glycerol	  :	  choline	  as	  well,	  as	  seen	  
in	  Figure	  4.10.	  While	  a	  significant	  drop	  in	  signal	  intensity	  and	  a	  small	  red	  shifting	  of	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the	  peaks	  is	  observed,	  a	  melting	  curve	  demonstrates	  a	  similar	  degree	  of	  
hyperchromicity	  between	  the	  hairpin	  in	  buffer	  and	  in	  eutectic	  as	  seen	  in	  Figure	  3.13,	  
indicating	  a	  stable	  hairpin	  under	  both	  conditions.	  Of	  interest	  is	  also	  that	  the	  270	  nm	  
peak	  in	  the	  eutectic	  at	  85	  °C	  has	  the	  same	  peak	  wavelength	  as	  that	  of	  the	  85	  °C	  in	  
buffer,	  while	  at	  20	  °C	  there	  is	  a	  3	  nm	  red	  shift	  of	  the	  peak	  present	  in	  the	  spectra.	  This	  
may	  be	  indicative	  of	  any	  interactions	  between	  the	  eutectic	  and	  the	  oligonucleotide	  
being	  specific	  to	  the	  double	  stranded	  form.	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A	  key	  component	  of	  our	  study	  concerning	  reannealing	  of	  oligonucleotide	  
strands	  in	  viscous	  solvents	  after	  thermal	  deannealing	  is	  the	  rate	  constant	  of	  the	  
reannealing	  reaction.	  Rate	  constants	  of	  duplex	  formation	  for	  short	  oligonucleotides	  
have	  been	  studied	  in	  the	  literature[32]	  and	  shown	  in	  numerous	  buffer	  conditions,	  and	  
a	  large	  amount	  of	  work	  has	  been	  done	  in	  hybridization	  to	  immobilized	  DNA,[38][39]	  
but	  the	  reannealing	  of	  complementary	  oligonucleotides	  in	  a	  eutectic	  solvent	  has	  yet	  
to	  be	  explored.	  
Rate	  constants	  for	  oligonucleotide	  reannealing	  can	  be	  dependent	  on	  
sequence	  length,	  sequence	  composition,	  and	  environmental	  conditions.	  A	  wide	  
range	  of	  rate	  constants	  has	  been	  observed	  for	  different	  oligonucleotides,	  with	  a	  
spread	  on	  the	  order	  from	  102	  to	  107	  M-­‐1	  s-­‐1	  [23].	  It	  is	  therefore	  difficult	  to	  compare	  
experimental	  results	  of	  one	  strand	  directly	  to	  another,	  as	  multiple	  factors	  can	  alter	  
the	  rate	  constants	  between	  similar	  strands.	  
Alterations	  of	  rate	  constants	  can	  be	  accomplished	  through	  introduction	  of	  
components	  such	  as	  mismatches,	  and	  even	  the	  AT	  and	  GC	  percentage	  composition	  
will	  alter	  the	  rates[24],	  all	  of	  which	  can	  result	  in	  either	  a	  raising	  or	  lowering	  of	  the	  
rate	  constant.	  Introduction	  of	  internal	  secondary	  structure	  such	  as	  hairpins	  will	  also	  
change	  the	  rate	  constants[25].	  
We	  have	  aimed	  to	  reduce	  reannealing	  rates	  through	  environmental	  factors,	  
which	  would	  keep	  the	  entire	  parameter	  space	  of	  DNA	  sequences	  available,	  rather	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than	  limiting	  it	  to	  those	  which	  have	  a	  particular	  limiting	  property	  such	  as	  internal	  
secondary	  structure	  or	  AT/GC	  tracks.	  
5.2	  Materials	  and	  Methods	  
5.2.1	  Sample	  Preparation	  
	  
	   Samples	  were	  prepared	  as	  described	  in	  3.2.1	  and	  3.2.2.	  
5.2.2	  Determination	  of	  Quenching	  Time	  
	  
	   1	  mm	  quartz	  cuvettes	  were	  loaded	  with	  250	  μL	  of	  100%	  1:0.20	  eutectic	  and	  
the	  remaining	  volume	  filled	  with	  mineral	  oil.	  A	  thermocouple	  wire	  was	  inserted	  into	  
the	  cuvette	  and	  the	  sample	  was	  heated	  to	  85	  °C.	  	  The	  sample	  was	  then	  plunged	  into	  
an	  ice	  water	  bath	  and	  the	  temperature	  tracked	  over	  time.	  
5.2.3	  Kinetics	  of	  Reannealing	  
	  
Prior	  experimental	  work	  in	  determining	  association	  kinetics	  has	  been	  
accomplished	  through	  either	  manual	  mixing	  or	  stopped	  flow	  experimental	  designs.	  
The	  high	  viscosity	  of	  the	  solutions	  we	  have	  used	  make	  these	  methods	  difficult	  to	  
employ,	  and	  so	  a	  premixed	  solution	  is	  employed	  and	  the	  kinetics	  monitored	  through	  
recovery	  of	  an	  absorbance	  signal.	  
Samples	  were	  brought	  to	  85	  °C	  on	  a	  hot	  plate	  and	  plunged	  into	  ice	  water	  to	  
reach	  20	  °C,	  then	  placed	  into	  the	  J-­‐815	  circular	  dichroism	  spectrophotometer	  to	  




5.3	  Results	  and	  Discussion	  
	  
5.3.1	  Determination	  of	  Optimal	  Thermal	  Quenching	  
	  
The	  first	  experiment	  to	  conduct	  is	  to	  determine	  the	  proper	  thermal	  
quenching	  time.	  Too	  much	  time	  spent	  cooling	  and	  reannealing	  data	  would	  be	  lost,	  
but	  too	  little	  time	  and	  reannealing	  would	  not	  be	  observed	  at	  a	  constant	  
temperature.	  Figure	  5.1	  below	  shows	  the	  temperature	  recorded	  by	  a	  thermocouple	  
inside	  a	  cuvette	  being	  subjected	  to	  a	  plunge	  into	  ice	  water	  after	  heating	  to	  simulate	  
the	  quenching	  of	  a	  sample	  of	  DNA	  containing	  eutectic.	  Using	  this	  data,	  a	  ten	  second	  
quench	  was	  determined	  to	  be	  sufficient.	  
	  
Figure	  5.1	  Quenching	  hot	  cuvette	  in	  ice	  water	  for	  determination	  of	  optimal	  
quenching	  time	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Figure	  5.2	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
20%	  mol	  eutectic	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Figure	  5.3	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
50%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  5.4	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
65%	  mol	  eutectic	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Figure	  5.5	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
80%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  5.6	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
90%	  mol	  eutectic	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Figure	  5.7	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
93%	  mol	  eutectic	  
	  
Figure	  5.8	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
97%	  mol	  eutectic	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Figure	  5.9	  Recovery	  of	  hybridized	  32-­‐mer	  DNA	  duplex	  structure	  (250	  μg/mL)	  in	  
100%	  mol	  eutectic	  
	  
	  
Figure	  5.10	  Recovery	  of	  HP18	  DNA	  duplex	  structure	  in	  100%	  mol	  eutectic	  and	  
20mM	  pH	  7	  sodium	  phosphate	  buffer	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   In	  order	  to	  monitor	  the	  reannealing	  process,	  the	  recovery	  of	  the	  
dsDNA	  CD	  signal	  was	  observed	  after	  deannealing	  with	  heat	  and	  quick	  cooling	  to	  20	  
°C	  in	  ice	  water.	  The	  signal	  at	  245	  nm	  was	  normalized	  between	  the	  ssDNA	  CD	  
spectrum	  and	  the	  dsDNA	  CD	  spectrum	  for	  each	  sample	  and	  converted	  to	  μM	  of	  
dsDNA	  present.	  In	  the	  less	  viscous	  solutions,	  the	  signal	  was	  seen	  to	  have	  completely	  
recovered	  to	  the	  dsDNA	  intensity	  before	  the	  first	  read	  was	  obtained	  (t=15s),	  as	  seen	  
in	  Figure	  5.2.	  A	  small	  delay	  in	  the	  recovery	  is	  observed	  beginning	  with	  the	  50%	  
eutectic	  solutions,	  but	  fits	  are	  poor	  in	  this	  range.	  Once	  65%	  eutectics	  are	  used,	  the	  
delay	  is	  significant	  enough	  to	  achieve	  good	  fits	  using	  a	  second	  order	  kinetics	  
equation,	  Figure	  5.4	  to	  Figure	  5.9.	  
An	  increase	  in	  the	  total	  concentration	  of	  oligonucleotide	  was	  necessary	  in	  
order	  to	  reach	  sufficient	  signal	  strength	  for	  the	  hairpin	  DNA,	  and	  so	  the	  
concentration	  is	  double	  that	  of	  the	  32-­‐mer	  DNA.	  The	  hairpin,	  Figure	  5.10,	  observed	  
no	  delay	  in	  recovery	  of	  the	  dsDNA	  signal	  in	  either	  buffer	  or	  100%	  mol	  eutectic,	  
indicating	  that	  any	  reannealing	  process	  was	  completed	  before	  t	  =	  15s.	  This	  indicates	  
that	  the	  diffusive	  process	  is	  either	  the	  dominant	  effect	  of	  the	  reannealing	  under	  
these	  conditions,	  or	  the	  unimolecular	  character	  of	  the	  hairpin	  allows	  for	  ease	  of	  the	  
initial	  rearrangement	  and	  nucleation	  step	  and	  subsequent	  zipping.	  
The	  reannealing	  curves	  were	  fit	  to	  the	  following	  second	  order	  kinetics	  
equation:	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With	  Cp	  equal	  to	  the	  concentration	  of	  product,	  in	  this	  case	  dsDNA,	  and	  C0	  
equal	  the	  initial	  concentration	  of	  one	  strand	  of	  ssDNA.	  k	  describes	  the	  rate	  constant	  




With	  A	  equal	  to	  ssDNA	  and	  P	  equal	  to	  dsDNA.	  The	  resulting	  rate	  constants	  
are	  shown	  below	  in	  Figure	  5.11	  as	  a	  function	  of	  viscosity.	  
If	  we	  assume	  a	  purely	  diffusion	  controlled	  reannealing	  process,	  as	  is	  possibly	  
suggested	  by	  the	  hairpin	  data	  in	  this	  experiment,	  then	  we	  can	  utilize	  a	  modified	  
Stokes-­‐Einstein	  equation	  to	  calculate	  the	  theoretical	  rate	  constant	  for	  the	  




However,	  rate	  constants	  using	  this	  estimation	  are	  vastly	  higher	  than	  those	  
observed	  or	  seen	  in	  the	  literature[23]	  for	  similar	  oligonucleotide	  systems,	  
demonstrating	  that	  a	  simple	  Stokes-­‐Einstein	  model	  is	  not	  applicable	  here.	  
It	  can	  be	  observed	  that	  when	  comparing	  the	  rate	  constants	  in	  the	  eutectics	  to	  
the	  viscosities,	  a	  linear	  relationship	  is	  not	  present.	  Each	  glycerol	  :	  choline	  ratio	  is	  fit	  
with	  an	  exponential	  curve.	  Using	  this	  curve,	  we	  can	  calculate	  the	  theoretical	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reannealing	  rate	  in	  a	  1	  cP	  solution	  of	  water,	  which	  give	  the	  range	  of	  rate	  constants	  
seen	  in	  Table	  5.1.	  When	  comparing	  the	  theoretical	  rate	  constants	  to	  that	  of	  each	  of	  
the	  six	  100%	  glycerol	  :	  choline	  ratio	  eutectics,	  a	  decrease	  in	  the	  rate	  constant	  
ranging	  from	  two	  orders	  of	  magnitude	  in	  the	  most	  viscous	  1	  :	  0.05	  glycerol	  :	  choline	  
ratio	  to	  an	  order	  of	  magnitude	  in	  the	  other,	  lower	  viscosity	  ratios	  is	  calculated.	  
It	  can	  also	  be	  seen	  that	  viscosity	  is	  not	  the	  only	  factor	  altering	  the	  
reannealing	  rates,	  although	  it	  is	  necessary	  to	  observe	  the	  introduction	  of	  a	  delay	  in	  
reannealing.	  Solutions	  of	  similar	  viscosity	  but	  with	  different	  concentrations	  of	  
choline	  chloride	  can	  be	  seen	  to	  have	  a	  reduced	  rate	  constant	  as	  the	  amount	  of	  
choline	  chloride	  increases,	  as	  seen	  in	  Figure	  5.11.	  
	  
Figure	  5.11	  Rate	  constants	  of	  the	  reannealing	  of	  32-­‐mer	  oligonucleotides	  as	  a	  
function	  of	  viscosity	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Table	  5.1	  Rate	  constants	  of	  reannealing	  of	  a	  32-­‐mer,	  250	  μg/mL,	  in	  varying	  eutectic	  
condition	  and	  dilutions.	  All	  solvents	  contain	  20	  mM	  pH	  7	  sodium	  phosphate	  buffer.	  
Glycerol	  :	  Choline	  mol	  Ratio,	  Reannealing	  Rate	  Constants	  (M-­‐1s-­‐1)	  
	   1	  :	  0.80	   1:	  0.65	   1:	  0.50	   1:0.35	   1:0.20	   1:0.05	  
Theoretical	  1	  cP	   3.1E4	   3.8E4	   3.2E4	   4.4E4	   7.1E4	   1.7E4	  
65%	  Eutectic	   9.9E3	   1.3E4	   1.3E4	   1.3E4	   1.85E4	   8.5E3	  
80%	  Eutectic	   2.9E3	   4.1E3	   5.1E3	   5.4E3	   5.21E3	   3.3E3	  
90%	  Eutectic	   1.7E3	   2.1E3	   2.9E3	   2.8E3	   2.7E3	   1.6E3	  
93%	  Eutectic	   1.4E3	   1.6E3	   2.1E3	   2.0E3	   2.18E3	   1.1E3	  
97%	  Eutectic	   1.2E3	   1.3E3	   1.7E3	   1.8E3	   1.7E3	   9.2E2	  
100%	  Eutectic	   1.2E3	   1.2E3	   1.3E3	   1.6E3	   1.6E3	   6.6E2	  
	  
%	  Decrease	  from	  1	  
Cp	  to	  100%	   25.9x	   31.0x	   24.5x	   27.2x	   44.0x	   26.0x	  
	  




In	  this	  work	  we	  have	  demonstrated	  viable	  room	  temperature	  DNA	  
oligonucleotide	  secondary	  structure	  over	  all	  investigated	  conditions	  of	  glycerol	  :	  
choline	  chloride	  eutectic	  dilution	  and	  component	  ratios,	  ranging	  from	  a	  1	  :	  0.05	  
molar	  ratio	  to	  a	  1	  :	  0.80	  molar	  ratio	  of	  glycerol	  to	  choline	  chloride	  as	  well	  as	  5%	  by	  
mol	  eutectic	  diluted	  with	  water	  to	  anhydrous	  100%	  mol	  eutectic.	  A	  wider	  range	  of	  
potential	  molar	  ratios	  observed	  when	  compared	  to	  previously	  reported	  work	  also	  
highlights	  the	  need	  to	  more	  completely	  explore	  the	  parameter	  space	  available	  in	  
eutectic	  compositions.	  Density	  and	  viscosity	  values	  of	  the	  range	  of	  eutectics	  have	  
also	  been	  shown,	  and	  can	  be	  seen	  to	  rest	  within	  the	  range	  of	  values	  for	  water	  to	  
glycerol.	  Of	  interest	  is	  the	  reannealing	  rate	  constants	  dependency	  upon	  not	  just	  
viscosity,	  but	  also	  eutectic	  concentration	  and	  molar	  ratio,	  indicating	  that	  the	  identity	  
of	  the	  solvent	  components	  can	  also	  possibly	  be	  altered	  to	  tune	  the	  rate	  constants	  if	  
necessary.	  	  This	  better	  understanding	  of	  the	  parameter	  space	  available	  for	  eutectic	  
composition	  can	  allow	  for	  such	  tunability	  to	  specific	  characteristics	  in	  future	  
studies,	  be	  it	  the	  viscosity	  of	  the	  solvent	  or	  the	  stability	  of	  oligonucleotides.	  
We	  have	  found	  that	  nucleic	  acids	  exhibit	  a	  stable	  B-­‐form	  structure	  over	  the	  
entire	  range	  of	  solvent	  conditions,	  both	  anhydrous	  and	  hydrated,	  and	  the	  structure	  
can	  be	  induced	  into	  making	  small	  changes	  through	  both	  modification	  of	  the	  glycerol	  
:	  choline	  chloride	  molar	  ratio	  and	  dilution	  with	  water.	  The	  eutectics	  are	  further	  
observed	  to	  modify	  the	  reannealing	  rate	  constants	  of	  DNA	  hybridization	  through	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both	  viscosity	  and	  salt	  interactions,	  allowing	  for	  up	  to	  a	  two	  order	  of	  magnitude	  
decrease	  in	  reannealing	  rates	  when	  compared	  to	  annealing	  under	  aqueous	  buffered	  
conditions,	  or	  a	  theoretical	  decrease	  in	  the	  rate	  constant	  of	  annealing	  of	  up	  to	  44	  
times.	  All	  of	  the	  information	  combined	  will	  allow	  for	  better-­‐understood	  future	  work	  
with	  both	  different	  eutectics	  and	  different	  biopolymers.	  
Future	  work	  may	  entail	  an	  expansion	  into	  larger	  nucleotides	  chains,	  
potentially	  reaching	  gene	  length	  polymers	  on	  the	  order	  of	  hundreds	  of	  base	  pairs	  in	  
length.	  Enzymatic	  studies	  can	  also	  be	  pursued	  to	  observe	  under	  what	  conditions	  of	  
eutectic	  DNA-­‐related	  enzymes	  such	  as	  ligases	  or	  polymerases	  can	  operate	  
effectively.	  The	  behavior	  of	  catalytic	  nucleotides	  such	  as	  ribozymes	  may	  also	  prove	  
interesting,	  as	  it	  can	  be	  seen	  that	  the	  general	  secondary	  structure	  is	  retained	  in	  the	  
eutectic	  when	  compared	  to	  buffer,	  and	  therefore	  enzymatic	  activity	  may	  therefore	  
also	  be	  retained,	  which	  could	  provide	  an	  alternative	  to	  protein	  based	  enzymes	  for	  
use	  in	  such	  eutectic	  solvents	  as	  seen	  here.	  















Appendix	  1.1	  Melts	  of	  12.36	  μM	  by	  strand	  32-­‐mer	  in	  varying	  dilutions	  of	  glycerol	  
with	  20	  mM	  sodium	  phosphate	  pH	  7	  by	  mol:	  A,	  5%,	  B,	  20%,	  C,	  50%,	  D,	  65%,	  E,	  80%,	  
F,	  90%,	  G,	  93%,	  H,	  97%,	  I,	  100%.	  Red	  curves	  are	  heating	  traces,	  while	  blue	  curves	  
are	  cooling	  traces.	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